大 鼠 电子 烟 模型 尿 液 蛋白 质 组 学 分 析 
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摘要 : 

本 研究 通过 构建 大 鼠 电 子 烟 模型 ， 在 大 鼠 吸 食 电子 烟 的 前 、 中 、 后 期 ， 即 第 0、3、12、 
15, 17 天 分 别 收取 尿 液 样本 ， 从 尿 液 蛋白质 组 学 的 角度 对 电子 烟 进行 探究 。 为 了 排除 个 
差异 的 影响 , 实验 采用 单 只 大 鼠 前 后 对 照 进行 分 析 , 同时 设置 对 照 组 以 排除 大 鼠 生 长 发 育 
成 的 差异 。 结 果 表 明 ， 在 相同 的 条 件 下 吸食 电子 烟 后 ， 大 鼠 产 生 的 差异 蛋白 具有 较 强 的 个 
差异 性 。 我 们 在 大 鼠 吸 食 电子 烟 的 第 3 天 产生 的 差异 蛋白 中 , 发 现 6 只 实验 组 大 鼠 前 后 对 
中 ， 有 5 只 共同 鉴定 到 了 COPD 的 生物 标志 物 胎 球 和 蛋白 B， 以 及 被 认定 为 多 种 肿瘤 标志 
的 膜 联 蛋 白 A2。 本 研究 还 发 现 了 在 噢 上皮 有 表达 的 气味 结合 蛋白 在 尿 液 蛋 白质 组 中 出 现 ， 
并 且 显 著 上 调 , 这 或 许 有 助 于 解释 嗅觉 的 适应 。 我 们 还 在 产生 的 差异 蛋白 和 富 集 到 的 信号 通 
路 中 都 发 现 了 吸食 电子 烟 影响 大 鼠 免疫 系统 、 心 血管 系统 、 呼 吸 系 统 等 的 证 据 ， 为 进一步 探 
究 电子 烟 对 人 体 的 作用 机 制 提供 线索 。 
关键 词 : 尿 液 ， 蛋 白质 组 学 ， 电 子 烟 模 型 ， 气 味 结合 蛋 白 
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Urine proteomic analysis of rat e-cigarette model 


Yuqing Liu! Ziyun Shen? Chenyang Zhao? Youhe Gao!* 
‘(Gene Engineering Drug and Biotechnology Beijing Key Laboratory, College of Life Sciences, 
Beijing Normal University, Beijing 100871, China) 
Abstract: 

Urinary proteomics was used to investigate the potential effects of e-cigarettes on the human 
body. In this study, a rat e-cigarette model was constructed by smoking for two weeks and urine 
samples before, during, and after e-cigarette smoking were collected. Urine proteomes before-after 
smoking of each rat were compared individually, while the control group was set up to rule out 
differences caused by rat growth and development. After smoking, the differential proteins 
produced by rats shows strong individual variation. Fetuin-B, a biomarker of COPD, and annexin 
A2, which is recognized as a multiple tumor marker, were identified as the differential proteins in 
five out of six smoking rats on day 3. To our surprise, odorant-binding proteins expressed in the 
olfactory epithelium were also found and were significantly upregulated, which may help explain 
olfactory adaptation. Pathways enriched by the differential proteins shows the evidence that 
smoking e-cigarettes affects the immune system, cardiovascular system, respiratory system, etc., 
which provides clues for further exploration of the mechanism of e-cigarettes on the human body. 
Keywords: urine; proteomics; e-cigarette model; odorant-binding protein 
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1.1 电子 烟 及 其 研究 现状 


电子 烟 主 要 由 烟 油 、 加 热 系 统 、 电 源 和 过 滤 路 四 部 分 组 成 ， 通 过 加 热 雾 化 产生 具有 特定 
气味 的 气 溶胶 供 烟 民 使 用 。 截至 2019 F, 中 国 15 岁 及 以 上 人 群 使 用 电子 烟 的 人 数 约 为 1000 
FA"). 使 用 电子 烟 的 人 群 以 年 轻 人 为 主 ，15-24 岁 年 龄 组 的 使 用 率 最 高 帆 。 绝 大 多 数 (58.3%) 
的 中 学 生 电 子 烟 使 用 者 使 用 水 果 味 的 电子 烟 , 而 先前 的 研究 表明 , 这 些 口味 可 能 会 吸引 年 轻 
人 去 尝试 电子 烟 中 。2022 年 5 月 1 日 , 《电子 烟 管理 条 例 》 禁 止 使 用 除 烟 草 口味 以 外 的 电子 
烟 。Pipe ALBI 等 人 研究 发 现 ， 电 子 烟雾 化 后 人 体 吸入 的 加 热 化 学 气 溶胶 的 成 分 十 分 复杂 ， 
包括 尼古丁 、 亚 硝 胺 、 痰 基 化 合 物 、 重 金属 、 自 由 基 、 活 性 氧 类 、 颗 粒 物 和 "“ 令 人 关注 的 新 
兴 化 学 物质 ”等 ， 这 更 加 证 明了 吸食 电子 烟 存 在 的 潜在 危害 性 。 有 研究 表明 ， 吸 食 电子 烟 可 
能 会 增加 患 有 肺 部 疾病 由 、 心 血管 疾病 四 的 风险 ， 同 时 可 能 会 对 肝脏 中、 泌尿 系统 四、 免疫 
系统 四 等 带 来 危害 。 吸 食 电子 烟 不 仅 会 对 自身 造成 危害 ， 同 时 还 可 能 对 暴露 于 电子 烟 的 孕妇 
中 的 胎儿 造成 伤害 。Ballbe M 等 人 0 在 暴露 于 电子 烟 的 非 使 用 者 孕妇 的 脐带 血 和 母乳 中 检 
测 到 了 低 浓度 但 不 可 忽略 的 电子 烟 相 关 分 析 物 。 而 Aslaner DMIN 等 人 的 研究 也 证 明 ， 孕 妇 
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© 临床 上 ， 生 物 标 志 物 能 够 在 不 同 的 阶段 预测 、 监 测 和 诊断 多 因素 的 疾病 凯 。 相 较 于 目前 应 

T= 用 更 广泛 的 血液 生物 标志 物 , 尿 液 生物 标志 物 的 潜能 尚未 开发 完全 。 尤 其 是 在 疾病 的 早期 诊 

N 断 和 状态 预测 方面 。 由 于 血液 中 存在 内 环境 稳 态 机 制 的 调节 ,由 疾病 导致 的 血液 重 白 质 组 变 

N 化 被 代谢 排出 ， 不 能 在 疾病 早期 显现 明显 的 变化 。 而 尿 液 是 由 崩 小 球 过 滤 血 浆 产 生 的 ， 不 受 

K 稳 态 机 制 的 调节 ， 变 化 灵敏 ， 疾 病 在 早期 的 微小 变化 都 能 够 在 尿 液 中 观察 到 。 且 在 样本 获取 

ms 方面 ， 尿 液 的 获取 更 加 无 创 、 易 得 053， 可 见 尿 液 是 良好 的 生物 标志 物 来 源 。 

二 目前 尿 液 中 的 生物 标志 物 的 检测 越 来 越 受到 检验 医师 和 研究 者 的 关注 , 且 已 经 被 运用 到 
多 种 疾病 的 治疗 和 研究 中 ， 如 肺 纤 维 化 094、 结 肠炎 0 、 神 经 胶 质 瘤 03 等 疾病 。 有 研究 表明 ， 


尿 液 生 物 标志 物 可 以 对 疾病 进行 分 类 ， 如 预测 慢性 肾病 (CDK)、 区 分 卵 桌 癌 良 恶性 肿瘤 29 
等 。 尿 液 生 物 标 志 物 还 可 以 用 于 检测 肿瘤 手术 后 是 否 切除 完全 ， 是 否 会 复发 ， 从 而 及 时 做 出 
调整 降低 复发 风险 。 在 药理 学 方面 ， 尿 液 生物 标志 物 可 以 观测 药物 对 机 体 的 效用 ， 如 预测 成 
年 系统 性 红斑 狼疮 (SLE) 患者 对 利 受 昔 单 抗 治疗 的 疗效 、 沙 库 巴 曲 织 沙 坦 比 缴 沙 坦 治疗 慢 
性 心力 衰竭 的 效果 更 显著 等 PI。 在 运动 生理 学 方面 ， 尿 液 生 物 标志 物 可 以 反应 运动 后 尿 液 
和 蛋白质 组 学 的 变化 ， 从 而 为 运动 员 的 合理 训练 提供 科学 依据 P33。 近 年 来 ， 有 许多 研究 表明 ， 
尿 液 蛋白 质 组 学 还 可 以 在 精神 系统 疾病 中 观测 到 生物 标志 物 ， 如 由 金森 综合 征 户 约 、 阿 尔 
ZEUS ERE), HAREPAN, AATEC EPI o 
但 目前 在 尿 液 蛋白 质 组 学 领域 中 尚未 有 关于 电子 烟 的 研究 。 由 于 原液 蛋白 质 组 易 受 多 种 
因素 的 影响 ， 如 饮食 、 药 物 治疗 、 日 常 活动 等 。 要 使 实验 结果 更 为 准确 ， 关 键 是 采用 简单 且 
可 控制 的 系统 。 由 于 动物 模型 的 遗传 和 环境 因素 可 以 人 为 控制 ,能 够 最 大 程度 减 小 无 关 因素 
9 影响， 采用 动物 模型 是 一 种 非常 合适 的 实验 方法 。 因 此 我 们 构建 动物 模型 ， 对 大 鼠 电子 烟 
模型 的 尿 液 蛋白 质 组 学 进行 分 析 ， 实 验 技术 路 线 如 图 1 所 示 。 和 希望 能 寻找 到 吸食 电子 烟 对 于 
大 鼠 尿 液 蛋 白质 组 的 影响 。 
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动物 模型 构建 及 尿 液 收集 尿 蛋白 提取 并 酶 切 Reger 数据 分 析 处 理 


图 1 大 鼠 电 子 烟 模型 尿 液 重 白质 组 学 分 析 的 技术 路 线 


2， 材 料 与 方法 
2.1 建立 电子 烟 动物 模型 


本 实验 选取 SPF 级 8 周 龄 健康 雄性 Wistar 大 鼠 (180-200g) 11 只 ， 购 于 北京 维 通 利 华 
实验 动物 技术 有 限 公 司 ,， 动 物 许可 证 号 为 SYXK( 京 )2021-0011。 所 有 大 鼠 在 标准 环境 中 饲养 
《室温 (2241) °C, WE 65%-70%) 。 将 所 有 大 上 鼠 在 新 环境 中 饲养 三 天 后 开始 实验 ， 一 切 
实验 操作 遵循 北京 师范 大 学 生命 科学 学 院 伦理 委员 会 的 审查 和 批准 。 

电子 烟 动 物 模型 建立 方法 如 下 : 将 11 只 大 鼠 随 机 分 成 实验 组 和 对 照 组 。 其 中 5 只 对 照 
组 大 鼠 在 标准 环境 中 饲养 17 天 。6 只 实验 组 大 鼠 每 天 在 同一 时 间 段 吸食 1 次 电子 烟 ， 每 次 
将 1/3 支 3% 的 尼古丁 烟 弹 制作 成 烟雾 ( 约 16 mg 尼古丁 ) 均 匀 地 注入 两 个 笼 中 【36 厘米 (长 ) 
x20 EX CE) x28 厘米 (高) 】， 在 保证 含 氧 量 充 足 的 条 件 下 ， 每 笼 放 入 3 只 实验 组 大 鼠 ， 
放置 1 小 时 ， 持 续 吸 食 14 天 ， 在 吸食 结束 后 将 它们 放 回 自己 的 笼 中 。 在 实验 过 程 中 观察 大 
鼠 的 行为 变化 ， 且 每 隔 5 天 记录 一 次 体重 。 


2.2 尿 液 样品 的 收集 


将 所 有 大 鼠 在 新 环境 中 饲养 三 天 后 ， 统 一 置 于 代谢 笼 中 收集 12h 的 尿 液 样本 。 在 大 鼠 
吸食 电子 烟 的 第 3、6、9、12 天 和 停止 吸食 电子 烟 的 第 1 CH Day15) 、3〈 即 Day17) K, 
将 全 部 大 鼠 置 于 代谢 笼 中 收集 12 的 尿 液 样本 。 在 尿 液 收集 过 程 中 大 鼠 禁 食 禁 水 ， 收 集 的 
尿 液 样本 都 放 入 -80*C 冰 箱 保存 。 


2.3 原液 样品 的 处 理 


由 于 我 们 想 观 察 到 尿 液 蛋白 质 组 的 灵敏 程度 , 观测 短 时 间 吸 食 电子 烟 , 大 鼠 机 体 的 变化 
能 否 体现 在 尿 液 蛋白质 组 中 。 因 此 选取 未 抽烟 的 第 0 天 ， 抽 烟 后 第 3 天 和 第 12 天 ， 以 及 停 
止 抽烟 的 第 1 天 和 第 3 天 作为 本 次 重点 分 析 的 样本 。 

尿 蛋 白 提 取 和 定量 : 将 5 个 时 间 点 收集 到 的 大 鼠 尿 液 样本 在 4*C 的 条 件 下 12000xg 离心 
40 min， 将 上 清 液 转移 到 新 的 EP Ceppendorf) 管 中 。 加 入 三 倍 体积 的 预 冷 无 水 乙醇 ， 均 匀 
混合 后 在 -20°C 条 件 下 沉淀 过 夜 。 第 二 天 将 混合 液 于 4:C，12000xg 离心 30 min， 弃 上 清 。 将 
蛋白 沉淀 重 悬 于 裂解 液 中 ( 含 8 mol/L 尿素 , 2 mol/L Wisk, 25 mmol/L 二 硫 苏 糖 醇 , 50 mmol/L 


Tris)。 于 4°C 条 件 下 12000xg 离心 30 min， 取 上 清 置 于 新 的 EP 管内 。 用 Bradford 法 测量 


白质 浓度 。 


ER 


REAY: 取 100 ug 屎 蛋白 样品 加 入 到 10 kDa 超 滤 管 的 滤 膜 (Pall, Port Washington, 


NY, USA) 上 , EF EP 管 


1, 加 入 25 mmol/L NH4HCO3 溶液 使 总 体积 为 200 pL。 后 加 入 20 mM 


pte 


二 硫 苏 糖 醇 溶液 (Dithiothreitol DTT, Sigma) ， 涡 旋 混 匀 后 ， 金 属 浴 97°C 加 热 5 min, “4H 


至 室温 ,加 入 50 mM 的 丰 


乙酰 胺 (Iodoacetamide, IAA, Sigma), 混 匀 后 室温 避 光 反应 40 min. 


而 后 进行 洗 膜 操作 : 加 入 200 uL UA 溶液 (8 mol/L 尿素 ，0.1 mol/L Tris-HCl, pH 8.5)， 按 
照 14000xg 5 min 18"C 的 条 件 离心 洗涤 两 次 ; OE: 加 入 刚刚 处 理 的 样品 ， 在 14000xg 40 


min 18°C 条 件 下 进行 离心 ; @ 加 入 200 uL UA 溶液 ，18°C 条 件 下 按 14000xg 离心 40 min, 重 


p 


复 两 次 ; 由 加 入 25 mmol/L NH4HCO3 溶液 , 在 14000xg 40 min 18°C 条 件 下 离心 , 重复 两 次 ; 
@@ 按 照 胰 酶 : 蛋白 为 1: 50 的 比例 加 入 胰 蛋 白 酶 (Trypsin Gold, Promega, Fitchburg, WI, USA ) 


进行 消化 ，37°C 水 浴 过 夜 。 第 二 天 13000xg 30 min 4eC 条 件 下 离心 收集 肽 段 ， 通 过 HLB 柱 


(Waters，Milford，MA) 除 盐 ， 使 用 真空 干燥 仪 抽 干 ， 在 -80°C 条 件 下 保存 。 
2.4 LC-MS/MS 串联 质谱 分 析 


将 酶 解 后 的 样品 溶解 于 0.1% 的 甲酸 中 , 使 用 BCA 试剂 盒 对 肽 段 进 行 定量 ,将 肽 段 浓度 
稀释 为 0.5 ng/hL。 取 每 个 样品 4 uL 制备 混合 多 肽 样 ， 按 照 说 明 书 ， 使 用 高 pH 反 相 肽 分 离 
试剂 盒 (Thermo Fisher Scientific) 进 行 分 离 。 离 心 收集 十 份 流出 液 〈Fractions ) ， 使 用 真空 干 
燥 仪 抽 于 后 用 0.1% 甲 酸 复 溶 。 以 样品 : iRT 为 10 : 1 的 体积 比例 加 入 iRT 试剂 (Biognosys， 


Switzerland)， 以 校准 提取 的 肽 峰 的 保留 时 间 。 为 了 进行 分 析 ， 每 个 样品 取 1 hg 肽 段 ， 使 用 


EASY-nLC1200 色谱 系统 (Thermo Fisher Scientific, USA) 和 Orbitrap Fusion Lumos Tribrid 质 
谱 仪 (Thermo Fisher Scientific, USA) 进 行 质谱 分 析 并 采集 数据 。 
为 了 生成 谱 库 ， 将 分 离 得 到 的 10 个 Fractions 在 Data Dependent Acquisition(DDA) 模 式 


下 进行 了 质谱 分 析 。 质 谱 数据 采用 高 灵敏 度 模式 采集 。 在 350-1500m/z 范围 内 获得 了 一 个 完 
整 的 质谱 扫描 ， 分 辩 率 设置 为 60,000。 单 个 样品 采用 Data Independent Acquisition(DIA) 模 式 
进行 分 析 。 采 用 具有 36 个 窗口 的 DIA 方法 进行 DIA 采集 。 每 10 个 样品 后 ， 对 汇集 肽 进行 
单 次 DIA 分 析 作 为 质量 控制 。 


2.5 数据 库 搜索 和 Label-free DIA 定量 


将 从 液 相 -质谱 联 用 采集 到 的 原始 数据 (RAW 文件 ) ， 导 入 Proteome Discoverer (version 


2.1, Thermo Scientific ) ， 


相 加 ， 计 算出 肽 的 丰 度 。 
2.6 数据 分 析 


和 Swiss-Prot 大 鼠 数据 库 〈 发 布 于 2019 年 5 A, 包含 8086 个 序列 ) 


进行 比 对 ， 并 将 iRT 序列 添加 到 大 鼠 数 据 库 中 。 然 后 将 搜索 结果 导入 Spectronaut 
Pulsar(Biognosys AG, Switzerland)， 进 行 处 理 和 分 析 。 通 过 将 MS2 中 各 自 片段 离子 的 峰 面积 


蛋白 质 强度 由 各 自 的 肽 丰 度 相 加 计算 蛋白 质 丰 度 。 


每 个 样品 均 进行 了 2 次 技术 重复 , 取 平 均值 用 于 统计 学 分 析 。 本 实验 将 不 同时 间 段 的 实 
验 组 样本 进行 自身 前 后 对 照 , 同时 设置 对 照 组 排除 生长 发 育 的 差异 。 将 鉴定 到 的 蛋白 进行 比 
较 ， 筛 选 差异 蛋白 。 差 异 蛋 白 筛 选 条 件 为 : 组 间 变 化 倍数 (FC, Fold change) >1.5 或 <0. 67, 


双 尾 非 配 对 1 检验 分 析 的 P 值 二 0.01。 对 筛选 到 的 差异 蛋白 使 用 悟空 平台 


Chttps://www.omicsolution.org/wkomic/main/) 、Uniprot 网 站 Chttps://www.uniprot.org/) 和 
DAVID 数据 库 〈https:/david.nciferfgow ) 进行 功能 富 集 分 析 。 并 在 Pubmed 数据 库 
Chttps:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) 中 检索 已 报道 文献 ， 从 而 对 差异 蛋白 进行 功能 分 析 。 


3. 结果 与 讨论 


3.1 大 和 所 电子 烟 模 型 的 特征 


本 实验 在 造 模 过 程 中 对 大 鼠 ; 
常 。 实 验 组 
2) ， 观 察 到 实验 组 大 鼠 体 习 


wE (g) 


图 2 大 鼠 


10 


进行 行为 学 观察 。 其 中 ， 对 
相 比 ， 饮 水 量 明 显 增加 。 同 时 本 实验 每 隔 5 天 记录 一 次 大 
芭 的 个 体 化 差异 明显 增加 。 


15 


烟 模 型 体重 变化 


3.2 大 筷 电 子 烟 模型 原液 蛋白 质 组 变化 分 析 


(1) 尿 液 蛋 白质 的 鉴定 
模型 建立 后 ， 对 55 个 尿 液 蛋 
生 多 肽 >2 个 ， 重 白水 平 FDR<1%) 。 
(2) 单 只 大 鼠 吸 食 电子 烟 进 程 中 尿 液 蛋 白质 组 变化 分 析 
为 了 探究 6 只 实验 组 大 鼠 的 变化 是 否 有 一 致 性 ,我 们 对 每 一 只 大 鼠 单 独 进行 了 


KRET) 
定 到 1093 EA FF 


KIKRE 


YI 


Ty 


a 


员 组 大 鼠 活动 正常 ， 饮 食 饮水 正 


体重 (如 图 


J 


不 同时 间 点 于 第 0 AMET RY LU Hidde Ze ER AAR A 


样品 进行 LC-MS/MS 串联 质谱 分 析 。 总 共 鉴 


身 对 照 


F 为 :FC>1.5 


或 <0.67， 双 尾 非 配对 1 检验 P<0.05。 差 异 蛋 白 篇 选 结果 妇 
单 只 大 鼠 吸 食 电子 烟 进程 中 差异 蛋 
对 照 组 实验 组 
分 组 差异 蛋白 表达 情况 Rat Rat Rat Rat Rat Rat Rat 
1 2 3 4 5 3 5 
215 208 208 162 96 177 144 
Day3/Day0 89 83 82 71 59 58 60 
126 125 126 91 37 119 84 
401 257 214 275 217 188 173 
Day12/Day0 175 115 82 126 106 80 93 
226 142 132 149 111 108 80 
288 255 337 289 505 261 246 
Day15/Day0 124 141 130 104 312 104 151 
173 114 207 185 193 157 95 
395 264 289 320 191 199 475 
Day17/Day0 183 134 111 157 142 81 312 
212 130 178 163 49 188 163 
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为 了 更 直观 的 观察 6 只 实验 组 大 鼠 的 变化 的 一 致 性 程度 , 我 们 对 实验 组 的 6 只 大 鼠 在 第 
3、12、15、17 天 同 第 0 天 自身 前 后 比较 筛选 到 的 差异 蛋白 制作 了 韦 恩 图 〈 如 图 3) . M6 
恩 图 呈现 的 结果 中 我 们 发 现 : 大 部 分 的 差异 蛋白 都 是 个 性 化 的 ,说 明 电子 烟 对 大 鼠 造 成 的 影 
响 具 有 较 强 的 个 体 化 差异 。 


A 


图 3 6 只 实验 组 大 鼠 自 身 前 后 对 照 产生 的 差异 蛋白 韦 因 图 


为 了 验证 不 同时 间 点 大 鼠 差 异 蛋白 之 间 的 关联 性 ， 我 们 将 单 只 大 鼠 D3. D12, D15, 
D17 同 DO 前 后 相对 比 ， 将 5 只 及 以 上 共同 鉴定 到 的 差异 蛋白 制作 了 韦 恩 图 〈 如 图 4) 。 其 
中 ， 神 经 钙 粘 蛋白 在 四 个 时 间 点 均 被 5 只 及 以 上 的 大 鼠 筛 选 到 ， 且 均 呈 现 出 下 调 趋势 , 还 有 
6 个 差异 蛋白 在 三 个 时 间 点 均 被 5 只 及 以 上 的 大 鼠 筛 选 到 ， 表 现 出 了 较为 共性 的 差异 。 实 验 
组 6 只 大 鼠 的 共有 差异 蛋白 在 不 同 天 数 的 趋势 如 表 2 所 示 。 
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图 4 不 同 天 数 实验 组 6 只 大 鼠 的 共有 差异 蛋白 韦 恩 


图 


表 2 实验 组 6 只 大 鼠 的 共有 差异 蛋白 在 不 同 天 数 的 趋势 


Rat amount and trend 


Protein name 
D3 


Cadherin-2, Neural cadherin 5 
Annexin A5 
Protein-glutamine 
gamma-glutamyltransferase 4 
Ig gamma-2B chain C region 


Lipocalin 13, Odorant-binding 


protein 2A | 
Beta-2-microglobulin 4t ll 
Fetuin-B 5} 
Uromodulin 
Alpha-2u globulin 
Heat shock 70 kDa protein 1A 
Odorant-binding protein 2B 
Gelsolin 
Desmocollin 3 
Aldo-keto reductase family 1 
member A1 
C-CAM4 5| 
Serine protease inhibitor A3K 5} 
Annexin A2 4t ll 
Lysyl oxidase homolog 
Glutathione synthetase 5} 
Guanine nucleotide-binding 
protein G(q) subunit alpha aie 
Odorant-binding protein 1F 5| 


Alpha-2u globulin 


D12 


6{ 
5f 


It 4] 
41 ll 


4t ll 
6{ 


41 1 
5t 1] 
5f 


5f 


St 


6{ 


5114 


D15 


54 
St 


31 2) 
5ST 
St ly 


6f 
6} 
St 
5f 


5 
5 


6t 


D17 


3 
5 1) 


2144 


4t ll 


Related 


to OBP 


[30] 


[41] 


[34] 


[29] 
[41] 


Related to 


human disease 


[33] 
[36] 


[28] 


[38]-[40] 


[37] 


[35] 


[32] 


我 们 将 六 只 实验 组 大 鼠 吸 食 电子 烟 D3 与 DO 自身 前 后 对 照 进行 分 机， 发 现 6 只 实验 组 
大 鼠 共同 鉴定 到 的 差异 蛋白 有 2 个 ，5 只 实验 组 大 鼠 共 同 鉴 定 到 的 差异 蛋白 有 16 个 。 在 和 
对 照 组 自身 前 后 比较 产生 的 差异 和 蛋白 进行 对 比 后， 得 除 重 复 的 蛋白 , 产生 了 具有 实验 组 特异 
{性 的 差异 蛋白 (详情 见 Table S1.) 。 在 产生 的 差异 蛋白 中 ， 胎 球 蛋 白 B(Fetuin-B) 被 5 只 
大 鼠 共同 鉴定 到 , 均 呈 现 显 著 下 降 的 趋势 , HÆ D12, D15 的 尿 和 蛋白 中 均 表 现 出 显著 的 差异 。 
有 研究 表明 , EREA B 是 慢性 阻塞 性 肺 疾病 (chronic obstructive pulmonary disease, COPD) 
的 生物 标志 物 P3， 体 现 了 尿 液 蛋 白质 组 的 灵敏 度 。 令 人 惊喜 的 是 ， 我 们 还 在 D3 显著 变化 的 
尿 蛋 白 中 观察 到 了 气味 结合 蛋白 (odorant binding protein, OBP), 44 OBPIF fil OBP2A, H 
中 OBPIF 主要 在 大 鼠 的 鼻 腺 中 表达 P99，OBP2A 也 主要 在 人 和 大 鼠 的 鼻子 中 转录 B0， 这 表 
明 大 鼠 吸 食 气味 竟然 可 以 在 尿 液 蛋白 质 组 留 下 痕迹 。 目前 OBPs 的 生理 作用 尚 不 完全 清楚 B31 
或 许 尿 液 蛋 白质 组 可 以 在 探究 OBPs 具体 作用 机 制 方面 发 挥 一 定 的 作用 。 除 此 之 外 ，OBPs 
出 现在 尿 液 蛋 白质 组 这 一 现象 , 或 许可 以 为 嗅觉 适应 提供 解释 。 而 膜 联 和 蛋白 A2(Annexin A2) 
被 广泛 用 作 多 种 肿瘤 的 标志 物 B31。 除 此 之 外 ，Laszl6 ZI 等 人 的 研究 表明 ， 神 经 钙 粘 蛋白 
(Neural cadherin) 是 大 脑 发 育 过 程 中 最 重要 的 细胞 粘 附 分 子 之 一 ， 在 神经 元 形成 、 神 经 元 增 
殖 、 分 化 和 迁移 、 轴 突 引 导 、 突 触发 生 和 突 触 维持 中 起 着 重要 作用 P3l。 
我 们 同样 将 实验 组 的 六 只 大 鼠 在 D12 同 D0 天 自身 前 后 比较 进行 分 析 。6 只 实验 组 大 鼠 
共同 鉴定 到 的 差异 蛋白 有 9 个 ，5 只 实验 组 大 鼠 共 同 鉴定 到 的 差异 蛋白 有 18 个 。 在 和 对 照 
组 单 只 大 鼠 自 身 前 后 比较 产生 的 差异 蛋白 进行 对 比 后 ， 算 除 重复 的 蛋白 , 产生 了 有 具有 实验 组 
特异 共性 的 差异 蛋白 (详情 见 Table S2.) 。 在 6 只 大 鼠 产 生 的 差异 和 蛋白 中 ，OBP2B 也 都 表 
现 出 了 较为 一 致 的 上 调 。 和 OBP2A 不 同 的 是 ，OBP2B 主要 表达 于 生殖 器 官 ， 弱 表达 于 鼻 、 
肺 等 呼吸 系统 的 器 官 中 哆 。 有 研究 表明 ，Desmocollin 3 是 细胞 纤 附 和 桥 粒 形成 所 必须 的 蛋 
白质 ， 可 能 增强 血管 生成 与 鼻 咽 癌 的 转移 ， 被 认为 是 一 些 癌症 的 生物 标志 物 ， 如 非 小 细胞 肺 
癌 B3。 同 样 有 研究 表明 ，Annexin AS 可 能 影响 肿瘤 疾病 、 肺 纤维 化 及 肺 损伤 等 病理 现象 的 
发 生 与 发 展 ， 也 作为 生物 标志 物 应 用 于 肿瘤 和 哮喘 等 疾病 的 研究 中 ,还 可 能 促进 喉 癌 、 复 咽 
癌 的 发 生发 展 B9。 我 们 同样 筛选 出 了 尼古丁 的 代谢 物 可 蔡 宁 的 重要 细胞 靶 点 : 凝 胶 和 蛋白 
(Gelsolim)， 尼 十 丁 可 能 通过 凝 胶 蛋白 影响 肿瘤 转化 和 转移 的 基本 过 程 ， 如 迁移 和 凋 亡 B7。 
而 热 休 克 和 蛋白 (Heat shock protein) 被 报道 是 受 香 烟 烟 雾 影响 的 主要 标志 物 ， 参 与 细胞 周期 
和 细胞 死亡 和 炎症 的 信号 通路 B30]。 

将 D15 [A] DO 比较 时 ，6 只 实验 组 大 鼠 共 同 鉴定 到 的 差异 蛋白 有 7 个 ，5 只 实验 组 大 鼠 
tk 同 鉴定 到 的 差异 蛋白 有 45 个 。 在 和 对 照 组 自身 前 后 比较 产生 的 差异 蛋白 进行 对 比 后 ， 筛 
除 重复 的 蛋白 ， 产 生 了 具有 实验 组 特异 共性 的 差异 蛋白 (详情 见 Table S3.) 。Ponmanickam 
P 等 人 的 研究 表明 ，o-2u 球 和 蛋白 可 能 作为 包皮 腺 疏水 性 气味 的 载体 ， 而 包皮 腺 在 大 鼠 产 生 信 
息 素 交流 的 嗅觉 信号 中 起 重要 作用 ， 因 此 ao-2u 球 和 蛋白 很 可 能 参与 大 鼠 嗅 觉 信号 的 传输 过 程 
[41] 


ol 


最 后 我 们 对 实验 组 的 6 只 大 鼠 在 第 17 天 同 第 0 天 自身 前 后 比较 筛选 到 的 差异 蛋白 进行 
分 析 ， 其 中 6 只 实验 组 大 鼠 共同 鉴定 到 的 差异 蛋白 有 7 个 ，5 只 实验 组 大 鼠 共 同 鉴定 到 的 差 
FEGA 42 个。 在 和 对 照 组 自身 前 后 比较 产生 的 差异 蛋白 进行 对 比 后 ， 筛 除 重复 的 蛋白 ， 
产生 了 具有 实验 组 特异 共性 的 差异 蛋白 (详情 见 Table S4.) 。 

(3) 实验 组 自身 前 后 对 照 产 生 差异 蛋白 的 功能 分 析 

为 了 探究 这 些 差异 蛋白 的 功能 ， 我 们 利用 DAVID 数据 库 对 5 只 及 以 上 实验 组 大 鼠 共 后 
筛选 出 的 差异 蛋白 进行 了 生物 学 通路 的 功能 分 析 《〈 详 见 Table S5.) 。 其 中 有 32 个 生物 学 过 
程 被 两 个 时 间 点 的 差异 蛋白 富 集 到 。 

我 们 还 对 5 只 及 以 上 实验 组 大 鼠 共 同 鉴定 到 的 差异 蛋白 进行 信号 通路 分 析 〈 如 表 3) 。 
其 中 有 两 条 信号 通路 被 两 个 时 间 点 共同 富 集 到 。 包 括 军 团 病 (Legionellosis) 和 铁 死 亡 


(Ferroptosis)。 军 团 病 引 发 的 肺炎 为 机 体 带 来 的 伤害 可 能 与 吸食 电子 烟 对 机 体 的 影响 机 制 相 
似 。M. Yoshida 等 人 的 研究 表明 ， RO ed ee a 
慢性 阻塞 性 肺病 的 发 病 过 程 跨 。 除 此 之 外 ， 我 们 还 富 集 到 许多 与 呼吸 系统 疾病 相关 的 信和 号 

通路 ， 如 Apelin 信号 通路 中 I49、 叶 酸 生物 合成 通路 路]、 花 生 四 烯 酸 代 谢 [g 等 。Apelin 是 G 
蛋白 偶 联 受 体 APJ 的 内 源 性 配 体 中 ]，Apelin/APJ 通路 与 呼吸 系统 疾病 的 发 生 密切 相关 ， 厚 
向 apelin/APJ 系统 可 能 是 呼吸 系统 疾病 的 一 种 有 效 治疗 途径 [加 。 而 Stanistawska-Sachadyn A 
等 人 的 研究 表明 , 吸烟 者 的 血清 叶酸 浓度 高 于 健康 对 照 组 , 推测 叶酸 的 合成 与 肺癌 风险 增加 
KKM), FEB REIN 23 条 信和 号 通路 中 ， 有 多 条 与 免疫 系统 有 着 密切 的 关系 ， 还 有 两 条 和 心 
肌 病 、 动 脉 粥 样 硬 化 直接 相关 ， 因 此 我 们 推测 吸食 电子 烟 可 能 会 对 大 鼠 的 免疫 系统 、 心 血管 
系统 造成 影响 。 值 得 重视 的 是 ,我 们 还 富 集 到 了 两 条 与 化 学 致癌 相关 的 信号 通路 ， 包括 化 学 
致癌 作用 -DNA 加 合 物 (Chemical carcinogenesis - DNA adducts) 与 化 学 致癌 作用 -活性 氧 
(Chemical carcinogenesis - reactive oxygen species), 或 许可 以 验证 前 人 的 研究 结果 : 电子 烟 的 
烟雾 包含 着 可 致癌 的 化 学 物质 的 1。 


表 35 只 及 以 上 实验 组 大 鼠 在 吸食 电子 烟 进程 中 产生 的 共有 差异 蛋白 富 集 的 信号 通路 。 
P-Value Related to 


Pathway 一 一 
D3 D12 D15 D17 human disease 


GnRH secretion 4.20E-02 

Apelin signaling pathway 8.80E-02 [43][44] 
Antigen processing and presentation 4.00E-03 

Estrogen signaling pathway 9.40E-03 

Human immunodeficiency virus 1 infection 2.70E-02 

Legionellosis 6.30E-02 9.30E-02 

Longevity regulating pathway - multiple species 6.90E-02 

Renin secretion 7.80E-02 

Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy 8.30E-02 

Folate biosynthesis 1.10E-03 [45] 
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 6.90E-03 

Chemical carcinogenesis - DNA adducts 6.90E-03 

Arachidonic acid metabolism 8.00E-03 [46] 
Metabolic pathways 3.80E-02 

Chemical carcinogenesis - reactive oxygen species 5.70E-02 

Ferroptosis 6.80E-02 6.80E-02 [42] 
Mineral absorption 4.00E-03 

Glycolysis / Gluconeogenesis 5.60E-03 

Phenylalanine metabolism 3.00E-02 

Histidine metabolism 4.10E-02 

Lipid and atherosclerosis 4.70E-02 

beta-Alanine metabolism 5.10E-02 

Tyrosine metabolism 6.20E-02 


4. 结论 


本 研究 通过 构建 大 鼠 电子 烟 模型 ,利用 单 只 大 鼠 前 后 自身 对 照 的 方式 , 探究 了 大 鼠 在 吸 
包子 烟 前 后 的 尿 液 蛋白 质 组 学 变化 。 结 果 表 明 , 在 相同 的 条 件 下 吸食 电子 烟 后 ， 大 鼠 产生 
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的 差异 蛋 


白 具 有 较 强 的 个 体 差异 性 。 我 们 在 大 鼠 吸食 电子 烟 第 3 天 产生 的 差异 蛋白 中 , 发 现 


6 只 实验 组 大 鼠 前 后 对 照 共 同 鉴 定 到 了 COPD 的 生物 标志 物 胎 球 蛋白 B, 以 及 被 认定 为 多 种 
肿瘤 标志 物 的 膜 联 和 蛋白 A2 等 ,体现 了 尿 液 蛋 白质 组 的 灵敏 度 。 本 研究 还 在 多 个 时 间 点 发 现 
了 在 嗅 上 皮 有 表达 的 气味 结合 蛋白 在 尿 液 蛋白 质 组 中 出 现 , 并 且 显 闭 上 调 , 这 可 能 为 解释 咱 
觉 适 应 提供 线索 。 而 吸烟 后 嗅觉 上 皮 中 表达 的 气味 结合 和 蛋白 如 何在 尿 液 中 结束 仍 有 待 曾 明 。 
在 疾病 方面 , 我 们 在 产生 的 差异 蛋白 和 富 集 到 的 信号 通路 中 都 发 现 了 吸食 电子 烟 影 响 免 疫 系 


统 、 心 


AN 
省 系统 、 


呼吸 系统 等 的 证 据 ， 为 进一步 探究 电子 烟 对 人 体 的 作用 机 制 提 供 线索 。 
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